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P¥imé chromatografické stanoveni organickych
kyselin, vznikajicich p¥i tvorbé kyseliny citrénové
zkvaSovanim melasovych roztoka plisni Aspergillus niger

L. SEICHERT, Biochemicky vyzkum, Lachema, n. p., zdvod J. Fuika Kazn&jov u Plzné&

Velmi dileZitym kritériem pfi posuzovéani pro-
cesu tvorby kyseliny citronové zkvaSovdnim mela-
sovych roztokid plisni Aspergillus niger je sledo-
vani vSech organickych kyselin vylu¢ovanych do
média. Analytické stanoveni téchto kyselin v mela-
sovém prostiedi, kdy pfi pouZiti vysoce produkénich
kmenl pfipadd na mnoZstvi kyseliny citronové po-
meérné malé procento vedlejSich kyselin, je krajné
obtiZné. Existujici metody se vyznacuji asovou i ex-
perimentdlni néro¢nosti a jsou vypracovany pouze
pro nékolik mélo kyselin. Nedostatkem je rovng&Z
jejich pomé&rné& mal4 citlivost.

PouZiva-li se chromatografické analyzy, izoluji
se nejdfive kyseliny z média, nebot pfitomnost vel-
kého mnoZstvi ostatnich latek, pochézejicich z me-
lasy, vedle cukru hlavn& barviv, latek koloidnich
i minerdlnich, pFi pouZiti b&Zné techniky chroma-
tografickou analyzu ru$i. Velkou nevyhodou pf¥i
apravé vzorkll je pomérné znatné neSetrnost pouZi-
vanych metod, z nichZ Zddnd neni vhodné pro izo-
laci v8ech v tvahu pfichézejicich kyselin. Nékteré
sledované kyseliny se Casto Cdstefné& nebo i Gplné
rozloZi, popf. se zachyti na pouZitém adsorbens.

PotFeba vyuZit vfhod chromatografického sledo-
véni vedla k vypracovdni modifikované metody jed-
norozmérné chromatografie, umoZiiujici dostate¢né&
citlivou a rychlou chromatografickou analyzu vzor-
ku bez jeho pFedchozi tpravy.

Experimentéalni €ast

Poufitd zdkladni technika

Vzorky se nanda3eji na chromatograficky papir
Whatman ¢islo 3, nejlépe v podob# tecky. PouZivd
se archli rozméri 62 X 57 cm, umoZiiujicich sou-
Casnou analyzu 14 aZ 16 vzorkili. Optiméalni objem
nanéSeného vzorku p¥i sledovéni priib&hu citréno-
vého kvaSeni je 12,5 aZ 25 ul. Je vyhodné nané3et
prisludny vzorek vZdy v né&kolika objemech sou-
¢asné&, nebot pom&r mezi vytvoFenymi kyselinami
a ostatnimi latkami, zejména sacharézou, se v pro-
cesu znatné méni, a to ma vliv na kvalitu d&leni.

Vyviji se sestupnym zpilisobem v soustavé n-bu-
tylalkohol-kyselina mravenéi-voda. 10 : 7 : 10, kterou
pouZil p¥i kruhové chromatografii organickych ky-
selin Giri [1]. Soustava se pfFipravuje vZidy 16 aZ
18 hodin pfed pouZitim. K vyvijeni se pouZiva vrchni
faze, spodni féze slouZi k sycenf komory péarami.
Vyvijeni probihd ve velky¥ch komorédch z novoduru
a skla o rozmé&rech 680 X 600 X 220 mm. Doba vy-
vijeni je 8,5 hodin * 15 minut. Vzdélenost &ela od
startu je 46 cm.

Po skonfeném vyvijeni je chromatogram su3en
v proudu teplého vzduchu p¥ibliZn& 20 hodin, aby
vyt&kala kyselina mravend&i. Detekce se provadi na
zéklad& reakce redukujicich cukrli s aromatickymi
aminy na mist& skvrny kyseliny, metodou navrZe-
nou Smithem a Spriestersbachem [2]. Nejlépe se
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osvéd¢il postFik chromatogramu roztokem anilinu
a xylozy 1:1 v 50% etanolu v koncentraci 5 g na
100 ml roztoku. Po postfiku nésleduje zah¥ati v su-
§4arné pii 125 aZ 130 °C po dobu 5 aZ 8 minut, ukon-
ceni reakce je lépe sledovat. V mistech kyselin se
objevi hnédé skvrny, které jsou pomeérné stalé.

Citlivost uvedené detekéni metody je pro sledo-
vani i malych mnoZstvi tvofenych kyselin dosta-

Fte(‘,‘n&, u kyseliny citrénové, jantarové, fumarové,

itakonové a glutarové lze odkryt jiZ koncentraci
5 r, u kyseliny jable¢né, adipové, vinné, malonové
a citrakonové 10 y, u kyseliny a-keto-glutarové, glu-
konové, Stavelové, mlécné, cis-akonitové a galakto-
nové 15 y.

Provddéni analyzy a dosaZené vysledky

Pro bezpe¢né&jsi identifikaci se zdroveii s analyzo-
vanymi vzorky nané$i vidy rovnéZ standardni smés
kyselin v melasovém roztoku, popf. se n&které stan-
dardni kyseliny priddvaji jeS$t& do Céasti nandSeného
vzorku. Hodnoty Rf jednotlivich kyselin nejsou to-
tiZ stdlé a méni se podle sloZeni melasového roz-
toku, ktery se pfi kvasném procesu také podstatné
méni (klesd obsah cukru, pfibyvd organickych ky-
selin pfedevSim kyseliny citrénové, méni se obsah
aminokyselin i solf).

RovndZ vlastni vzorek se nana3i v né&kolika ob-
jemech. Tim se dosdhne jednak dokonalého déleni
pfi ménicim se sloZeni vzorku, jednak lze predb&z-
né zjistit pribliZnou koncentraci sledovanych latek.
Osvédcilo se pouZit &tyf objemd vzorku: 6,25 ul,
12,5 ul, 25 ul a 50 pl. Podle toho, ve kterém objemu
vzorku byla pFislu$né kyselina poprvé zjisténa, lze
pak vypoltem stanovit jeji pFibliZné mnoZstvi
v plivodnim vzorku, s vyjimkou p¥ipadii, kdy je jeji
pFitomnost zjiSténa jiZ v nejniZSim naneseném ob-
jemu. V téchto pfipadech lze pouze konstatovat
jeji minim&lni mnoZstvi.

Z vedlejSich kyselin se pfi citr6novém kvaSeni
tvoli nejcastéji kyselina Stavelovd, glukonovéa a jab-
le¢nd, méné& pak kyselina jantarovd a fumarova.
V tdvahu vSak pfFichézi i kyselina a-keto-glutarova
a cis-akonitovd. PFi analyzdch melasového roztoku
se pouzitou detek&ni metodou odkryji rovndZ né&-
které kysele reagujici aminokyseliny (obr. 1-ni-ns),
které déleni ddle komplikuji a jsou jednou z hlav-
nich pFi¢in ruSeni chromatografické analyzy ne-
upravenych vzorkii. Nejlepsiho dé&leni se p¥i pouZiti
popsané modifikované metody dosdhne v pfFitom-
nosti kyseliny 3tavelové (obr. 1—3). Tato kyselina
zlistdvd aZ do koncentrace 40 y v objemu nanese-
ného vzorku na startu, pFi zvySenych koncentracich
zatind tvofit od startu protdhlé skvrny Gdmé&rné ros-
touci koncentraci. P¥i koncentraci kyseliny 3tave-
lové 150 y se dosdhne optimédlniho d&leni sledova-
nych kyselin, kyselina S$favelovd tvo¥i intenzivni
skvrnu v poloze za kyselinou jablefnou a protaZeni
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Obr. 1. PFimé chromatografické stanoveni organickgch
kyselin, vznikajicich p¥i tvorbé kyseliny citrénové zkva-
Sovdnim melasovgch roztoki plisni Aspergillus niger
Soustava: n-butylalkohol-kyselina mravenéi-voda 10 : 7 : 10
1 — Piivodni vzorek; 2 — pfiddno 100 . H;SO,; 3 — pfitomno 150 ¥
kys. Stavelové; 4 — pfitomno nad 150 Y kys. 8favelové; o — kys.
Sfavelova; g — kys. glukonovd; t — Kys. vinnd; ¢ — kys. citro-
nova; m — kys. jablefnd; k — kys. a-keto-glutarova; s — kys.
jantarovd; a — kys. cis-akonitovd; f — kys. fumarovéd; n, aZz n,
— kysele reagujici aminokyseliny,
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skvrny od startu je natolik potlaceno, Ze neni ru-
Seno déleni ostatnich kyselin. Pfi vySSich koncen-
tracich se jiZ ruSi déleni kyselin s vy35imi hodno-
tami Rf (obr. 1—4). V pFitomnosti kyseliny Stavelové,
kterd netvofi-li se pfi kvaSeni, pFiddvad se do vzor-
ku, lze rozdélit vedle sebe v melasovém médiu ky-
selinu glukonovou, citrénovou, jabletnou, «-keto-
-glutarovou, jantarovou, cis-akonitovou a fumaro-
vou a oddélit je od kysele reagujicich aminokyselin
pFitomnych v melasovém roztoku, popfF. 1ze oddélit
i kyselinu vinnou, jejiZ pfitomnost v melasovém
médiu nepfichézi vSak prakticky v tvahu. V pFi-
padé, kdy detekci ru8i pfitomnost siln& basickych
latek s nizkymi hodnotami Rf, 1ze zlepSeného dé&leni
dosdhnout pridavkem kyseliny sirové v mnoZstvi
100 y do objemu naneseného wvzorku. Rozdé&li se
dal8i kysele reagujici latky z melasy, davajici po-
zitivni reakci s ninhidrinem (obr. 1—2). PouZit ky-
seliny solné se neosvédéilo.

Kvantitativni vyhodnocovéni se provadi fotomet-
ricky. Pro kaZdou kyselinu a pfisludné sloZeni mé-
dia se provedou kalibra&ni k¥ivky, nebot detek&ni
reakce probihd u riiznych kyselin rozdiln&. Repro-
dukovatelnych vysledkli se dosdhne v rozmezi kon-
centrace 10 aZ 200 y s chybou pfibliZzn& 10 %.

Souhrn i

Ke stanoveni organickych kyselin, vznikajicich
pFi tvorb& kyseliny citrénové zkvaSovdnim melaso-
vych roztokid plisni Aspergillus niger, byla vypra-
covédna modifikovand metoda jednorozmé&rné papi-
rové chromatografie, umoZiiujici dostate¢né& citli-
vou a rychlou analyzu vzorku bez jeho pfedchozi
lipravy. Metoda umoZiiuje stanovit v melasovém roz-
toku vedle sebe kyseliny: glukonovou, citrénovou,
jabletnou, Stavelovou, e-keto-glutarovou, jantaro-
vou, cis-akonitovou, fumarovou a vinnou a zjistit
jejich pfFibliZnou koncentraci.
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STRAIGHT CHROMATIGRAPHIC DE-

XPOMATOTPA®HUYECKOE
OMPENEJIEHHE
OPTAHHYECKHX KHCJIOT,
OBPA3VIOLIUXCS TIPU
ITPOU3BOJICTBE JIMMOHHOM
KHCJIOTBI METOIOM
CBPAJKMBAHHS PACTBOPA
MEJTACCBHI IJIECHEBBIMH
I'PUEKAMH ASPERGILLUS NIGER

Has onpenenenHsi opranHyecKHX KHc-
JIOT 06pa3ylomHXCs NPH MPOH3BONCTBE
JTHMOHHON KHCJIOTHI METONOM c6paH-
BaHHS PacTBOpa MeJacCH IJIECHeBhLIMH
rpu6kamu Aspergillus niger 6uia Mo-
IHGHIHPOBAH METON OZHOMepHO# Gy-
Ma¥HOA XpoMatorpaduW, namommui
BO3MOXHOCTE  JIOCTATOYHO  TOYHOTO
onpenefeHHsl ¢ MaJoil 3atpartoli Bpe-
MeHH H 6e3 HeoGXOIHMOCTH NMpeaBapH-
TeNbHOM, CJOMXKHOH NOATOTOBKH mnpob.
OnpenensiioTess CHeAyOUHe KHCJAOTH:
[JIIOKOHOBAas, JHMOHHAS, s6JOUHAas,
maBeseBasl, KeTO-TJyTapoBas, sHTap-
Hasi, aKOHHTOBasd, (ymapoBas H BHH-
Hafg. Meron mokasbiBaeT Takme MNpH-
GAH3IHTENbHYIO KOHIUEHTPAIHIO OTAeb-
HBIX KHCJIOT.

BESTIMMUNG DER BEI DER ZITRO-
NENSAUREBILDIUNG DURCH VER-
GARUNG DER LOSUNGEN DER
SCHIMMELPILZE ASPERGILLUS
NIGER ENTSTEHENDEN ORGANI-
SCHEN SAUREN

Zur Bestimmung der organischen
Sduren, die bei der Zitronensdure-
bildung durch Vergérung von Me-
lasseldsungen der Schimmelpilze
Aspergillus niger entstehen, wurde
eine modifizierte eindimensionale
papierchromatographische Methode
ausgearbeitet, die eine geniigend
empfindliche und schnelle Analyse
der Proben ohne ihre vorherige Auf-
bereitung ermdglicht. Mittels dieser
Methode kotnnen in der Melassels-
sung nebeneinander die folgenden
S#duren bestimmt werden: Glukon-
s#ure, Zitronensdure, Apfelsdure,
Oxalsdure, ea-Ketoglutarsdure, Cis-
Akonitsdure, Fumarsdure und Wein-
sdure. Die Methode dient auch zu
der aproximativen Bestimmung der
Konzentration der erwdhnten Sdu-
ren.

TERMINATION OF ORGANIC ACIDS
PRODUCED AT PLANTS MANUFAC-
TURING CITRIC AC'D BY FERMENT-
ING MOLASSES SOLUTION WITH
THE ASPERGILLUS NIGER MOULD

A new method, which can be de-
scribed as a modified one-dimen-
sional paper chromatographpy, has
been developed to identify organic
acids produced at plants manufac-
turing citric acid by fermenting mo-
lasses solution with the Aspergillus
niger mould. The method is reason-
ably sensitive, saves much time and
requires no special preparation of
samples. The following acids can
be identified and their concentrata-
tions roughly estimated: gluconic,

citric, malic, oxalic, keto-glutaric,
succinie, cis-aconitic, fumaric and
tartaric.




